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Resumo 
O interesse crescente dos estudos ecotoxicológicos nas várias classes 
farmacoterapêuticas tem sido o reflexo da frequente deteção destes compostos nos 
ecossistemas aquáticos. Esta exposição pode resultar em alterações adaptativas dos 
indivíduos expostos, como modificações a nível tecidular ou ativação de mecanismos 
antioxidantes, podendo estas ser monitorizadas de modo a determinar o impacto destes 
compostos nos organismos e respetivos ecossistemas. Dentro destes compostos 
destacam-se os antibióticos como sendo um grupo largamente utilizado na medicina 
humana e veterinária, resultando na sua frequente deteção nos compartimentos aquático. 
A tetraciclina é o antibiótico com a segunda maior taxa de deteção a nível ambiental, 
sendo utilizado largamente para o tratamento de patologias em humanos e animais. Na 
medicina veterinária, o uso dos antibióticos é ainda alargado ao tratamento profilático 
de infeções e promotor de crescimento. Com o interesse de determinar os potenciais 
efeitos ecotoxicológicos da tetraciclina em peixes, efetuou-se uma exposição aguda (96 
h) de Gambusia holbrooki a concentrações crescentes deste composto (5, 50 e 500 ng/l) 
e pesquisou-se eventuais modificações tecidulares das brânquias e do fígado, bem como 
alterações da atividade das enzimas antioxidantes e a existência de danos 
lipoperoxidativos. O estudo da atividade enzimática permitiu averiguar quanto à 
presença de uma resposta de stress oxidativo (atividades das enzimas glutationa-S-
transferases no fígado e nas brânquias, e a catalase no fígado), e neurotoxicidade 
(atividade da acetilcolinesterase no tecido nervoso). A quantificação de TBARS no 
músculo permitiu determinar a ocorrência de danos lipoperoxidativos. Os resultados 
obtidos sugerem uma relação causa-efeito entre a concentração de tetraciclina usada e as 
alterações histológicas nas brânquias e a atividade enzimática alterada, nomeadamente 
nas enzimas catalase no fígado e glutationa-S-transferases nas brânquias, sugerindo 
assim que este composto tem uma atividade pro-oxidante. Assim, nas brânquias as 
células poderão já ter entrado em stress oxidativo, o que levou a alterações 
histopatológicas detetáveis. No entanto, ao nível do fígado, e nas concentrações 
utilizadas no presente estudo, não foram observados danos histológicos significativos. 
Palavras-chave: exposição aguda, antibiótico, peixe dulçaquícola, enzimas, histologia  
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Abstract 
The increasing number of ecotoxicological studies performed with several drugs is a 
natural consequence of the increasingly frequent detection of these compounds in the 
aquatic ecosystems. This exposure can result in adaptive changes of individuals, such as 
tissue alterations or activation of antioxidant mechanisms, which can be monitored to 
determine the impact of these compounds on the aquatic organisms and ecosystems. 
Antibiotics stand out as a group widely used in human and veterinary clinic, resulting in 
its detection in the aquatic environment. Tetracycline is the antibiotic with the second 
highest level of detection in the environment. It is widely used for human and veterinary 
treatment of infections, and as a prophylactic treatment of infections and growth 
promoter on animals. To determine the potential ecotoxicological effects of tetracycline 
on fish, Gambusia holbrooki individuals were exposed during 96 h to increasing 
concentrations of this compound (5, 50 and 500 ng/l) and histological alterations in gills 
and liver, changes in antioxidant enzyme activity and lipoperoxidative damage were 
recorded. The enzymatic study allowed assessing the presence of an oxidative stress 
response (glutathione S-transferases in the liver and gills, and catalase in the liver) and 
neurotoxicity (head acetylcholinesterase). The quantification of TBARS in muscle also 
allowed the assessment of lipoperoxidative damage. The results indicate a cause-effect 
relationship between the concentration of tetracycline used and the detected histological 
and enzymatic alterations in the liver and gills, suggesting that this compound has a pro-
oxidative activity.  
Key-words: acute exposure, antibiotic, freshwater fish, enzymes and histology  
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 1. Introdução 
1.1. Enquadramento geral 
Diariamente centenas de toneladas de uma enorme multiplicidade de agentes químicos 
são descarregadas no meio ambiente aquático, em parte devido ao uso humano e 
agrícola, bem como devido a descargas de efluentes industriais e hospitalares. Estes 
compostos podem produzir um impacto negativo, tanto para o ecossistema aquático, 
como para a saúde humana (Deblonde et al., 2011). 
Dentro destes poluentes, têm vindo a destacar-se os designados contaminantes 
emergentes, ou seja, substâncias novas ou não reguladas, que resultam frequentemente 
da utilização pessoal, e cujo lançamento no meio poderá ser futuramente regulado. 
Incluem-se nestes compostos os surfactantes, produtos farmacêuticos e produtos de 
cuidados pessoais, dermocosméticos, drogas ilegais, entre muitos outros (Verlichi et al., 
2010; Deblonde et al., 2011). Nesse sentido, torna-se necessário promover pesquisas 
científicas que visem caracterizar os seus potenciais efeitos a nível ecológico e na saúde 
humana, bem como potenciar a recolha de dados relativos à monitorização da sua 
ocorrência no meio ambiente. O principal problema relacionado com estes 
contaminantes emergentes é a ausência de informação sustentada relativamente à 
avaliação de risco e dados ecotoxicológicos rigorosos acerca dos seus efeitos na saúde 
humana e no meio ambiente (com particular incidência no compartimento aquático), a 
médio e longo prazo. Adicionalmente, torna-se necessário considerar que a maioria 
destes compostos, para produzirem um impacto negativo, não necessitam de estar numa 
elevada concentração no meio ambiente, uma vez que são continuamente introduzidos 
por diversas vias no ambiente, levando a uma exposição crónica dos seres vivos 
(Barceló, 2003; Deblonde et al., 2011).  
Desde há muito tempo que a presença de produtos farmacêuticos no meio ambiente tem 
sido alvo de investigação, mas somente a partir de meados dos anos 90 é que esta 
pesquisa teve os seus avanços mais significativos, essencialmente devido ao 
desenvolvimento de novas técnicas de deteção analítica. O aparecimento destes novos 
métodos mais precisos, mais exatos e com limites de deteção mais baixos, na ordem dos 
ng/l, possibilitou quantificar um maior leque de novas substâncias farmacológicas 
presentes no meio ambiente, levando os investigadores a considerarem a sua presença 
na água como algo assinalável e comum (Pfluger e Dietrich, 2001; Kümmerer, 2003; 
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Zuccato et al., 2006). Vários estudos têm demonstrado a presença de elevados níveis de 
contaminação por produtos farmacêuticos em influentes (Tauxe-Wuersch et al., 2005; 
Vieno et al., 2006; Gómez et al., 2007) e efluentes (Koutsouba et al., 2003; Lee et al., 
2005; Verenitch et al., 2006) de estações de tratamento de águas residuais (ETARs), 
águas de superfícies tais como rios, lagos, estuários (Calamari et al., 2003; Bendz et al., 
2005; Moldovan, 2006), águas subterrâneas (Sacher et al., 2001; Batt et al., 2006; 
Barnes et al., 2008), oceanos (Weigel et al., 2002) e inclusivamente água potável 
(Potera, 2000; Loos et al., 2007). Além da contaminação por parte das águas residuais, 
o solo também pode ser uma importante fonte da presença de substâncias 
medicamentosas. A poluição dos solos ocorre essencialmente pela aplicação direta de 
estrume contaminado como fertilizante e corretivo agrícola, que por via de processos 
como a lixiviação leva à posterior contaminação dos aquíferos (Hammscher et al., 
2002). 
Nos últimos anos, tem havido crescentes esforços para a criação de processos mais 
eficazes de eliminação de compostos nas ETARs, que não se restrinjam à eliminação da 
contaminação microbiana e nutrientes. No entanto, a eliminação de compostos 
sintéticos, como os medicamentos, não foi um objetivo plenamente alcançado (Ternes e 
Wilken, 1999). As ETARs convencionais não foram concebidas para remover 
eficazmente estes compostos, sendo assim encontrados nos efluentes tratados e nas 
águas de superfície (Seifrtová et al., 2009). 
A presença de produtos farmacêuticos na água e a potencial ocorrência de efeitos 
deletérios nos organismos aquáticos e na saúde humana é hoje um assunto consensual 
no seio da comunidade científica. Os efeitos, muitas vezes negligenciados, decorrentes 
de uma exposição continuada aos produtos farmacêuticos a níveis sub-terapêuticos 
durante o ciclo de vida dos organismos aquáticos tem vindo a ser reportados (Kidd et 
al., 2007; Péry et al., 2008). Estes efeitos deletérios vão-se acumulando lentamente, 
podendo originar um efeito irreversível, o qual somente é verificado muitas gerações 
depois, quando se torna evidente, podendo afetar os organismos aquáticos a nível 
populacional (Daughton e Ternes, 1999). 
Os fármacos são desenhados de forma a exercerem uma atividade biológica específica, 
ou seja, são moléculas capazes de penetrar as barreiras fisiológicas, critério que deve ser 
levado em consideração quando se avalia o seu impacto ecotoxicológico. Na sua 
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maioria são moléculas resistentes à biotransformação, mantendo a integridade da sua 
estrutura química o tempo suficiente para exercer o seu efeito terapêutico. Tais 
características, juntamente com o facto de serem continuamente introduzidos no 
ambiente, pode conduzir à sua permanência ambiental por longos períodos de tempo 
(Halling-Sorensen et al., 1998; Jones et al., 2002). Para o meio ambiente estas 
características são preocupantes, uma vez que os fármacos têm a capacidade de 
atravessar membranas biológicas nos organismos não alvo expostos por via ambiental, e 
desta forma exercerem atividade farmacológica (Daughton e Ternes, 1999; Jones et al., 
2002; Miao et al., 2002). Outra característica importante dos fármacos é a sua lipofilia, 
um requisito básico para possuir boa absorção através das membranas biológicas 
(Clemente, 2011), mas que pode levar à sua persistência no meio aquático. Um outro 
aspeto a ter em consideração é o facto de poder existir uma enorme variedade de 
metabolitos formados e a ocorrência de possíveis interações toxicológicas como efeitos 
sinérgicos, antagonismo e adição (Halling-Sorensen et al., 1998; Cleuvers, 2003).  
1.2. Antibióticos no meio aquático 
Os antibióticos são usados em larga escala na medicina humana e veterinária, bem como 
na agricultura, pecuária e aquacultura, como promotores de crescimento, em medidas de 
profilaxia e no tratamento de infeções microbianas (Van den Boggard e Stobberingh, 
1999; Kümmerer e Henninger, 2003; Cabello, 2006). O consumo de antibióticos no 
mundo foi recentemente estimado como estando entre 100 e 200 mil toneladas por ano 
(Kümmerer, 2003). A maioria destes compostos não é metabolizada completamente no 
organismo, sendo libertados resíduos pelas fezes e urina, chegando às ETARs onde não 
são, em regra, eliminados, contaminando desta forma todo o compartimento aquático 
(Sacher et al., 2001; Zuccato et al., 2002; Castiglioni et al., 2005). As ETARs são a 
principal fonte para o aparecimento de antibióticos de uso humano e veterinário na 
água. Contudo os antibióticos administrados aos animais também podem chegar ao 
ambiente aquático devido ao estrume desses animais medicados ser vulgarmente usado 
como fertilizante do solo em práticas agrícolas (Hirsch et al., 1999; Kümmerer, 2009). 
Já os antibióticos usados em aquacultura dissolvem-se diretamente na água e surgem 
rapidamente no meio aquático (Golet et al., 2002; Díaz-Cruz et al., 2003). 
A ocorrência de antibióticos no compartimento aquático tem gerado uma certa 
preocupação devido ao potencial risco para o ambiente, bem como devido ao impacto 
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negativo que poderá ter na saúde humana (Hirsch et al., 1999; Boxall et al., 2004; Banik 
e Hossain, 2006). Tem-se verificado um aumento da sua presença, já de si ubiquitária, 
nos ambientes aquáticos, em níveis na ordem dos ng/l até os µg/l (Halling-Sorensen et 
al., 1998). 
1.3. Tetraciclina 
As tetraciclinas são o segundo grupo mais comum de antibióticos usualmente detetados 
no ambiente (Gu e Karthikeyan, 2005). São antibióticos de largo espectro antibacteriano 
possuindo atividade contra bactérias gram positivas e negativas, Mycoplasma, Rickettsia 
e Chlamydia (Chopra e Roberts, 2001). Têm sido também usadas para tratamento de 
protozoários eucariotas, bem como de doenças não infeciosas, como acne 
(Chaidemenos, 2001; Chopra e Roberts, 2001; Roberts, 2003). São assim fármacos 
usados em larga escala em medicina humana e veterinária para tratar infeções, e em 
alguns países estão presentes na alimentação animal como promotores de crescimento e 
profilático de doenças (Halling-Sorensen et al., 1998). 
Estes compostos são caracterizados por possuírem uma estrutura constituída por quatro 
anéis benzénicos ligados entre si (designados de A a D, da direita para a esquerda) com 
múltiplos grupos funcionais passíveis de serem ionizados (Fig. 1) (Chen e Huang, 
2009). As tetraciclinas têm um comportamento anfotérico por possuírem três valores 
diferentes de constantes de dissociação ácida (pKa), estando ionizadas a pH ambientais 
entre 3 e 8. As soluções de tetraciclina são estáveis a pH neutro a fracamente ácido, mas 
muito instáveis a pH alcalino (Reemstsma e Jekel, 2006).  
As tetraciclinas são maioritariamente eliminadas do organismo pela via renal, e 
aproximadamente 60% da tetraciclina administrada é eliminada na sua forma inalterada 
pela urina (Chambers, 2001). A formação dos produtos de degradação da tetraciclina 
depende das condições ambientais, nomeadamente dos valores de pH, devido à sua 
estrutura ser constituída por múltiplos grupos funcionais ionizáveis (Chen e Huang, 
2009). No entanto, uma vez formados, os respetivos produtos de degradação não 
possuem tanta atividade biológica quanto o composto original (Halling-Sorensen et al., 
2002). Adicionalmente, alguns dos seus produtos de degradação podem ser 
transformados novamente no composto inicial (Sarmah et al., 2006; Kemper, 2008). 
Deste modo, constata-se na comunidade científica um maior foco no composto 
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tetraciclina e nas suas vias de degradação, existindo um menor interesse na atividade 
dos compostos de degradação (Dolliver et al., 2008; Wang e Yates, 2008; Bao et al., 
2009;). 
 
Figura 1. Estrutura química da tetraciclina na forma de sal de cloreto, clorotetraciclina 
(Adaptado de Pickens e Tang, 2009). 
2. Brânquias e Fígado 
Nos peixes ósseos as brânquias estão inseridas na cavidade opercular, e encontram-se 
divididas em arcos, representando órgãos com elevada área superficial em contacto 
direto com a água. A partir de cada arco divergem filamentos branquiais, nos quais se 
inserem duas fileiras de lamelas secundárias. Estas lamelas são extensamente 
vascularizadas, revestidas por epitélio simples pavimentoso sustentado por células 
pilares (Fig. 2) (Hibiya, 1982; Fergusson, 1989).  
As brânquias desempenham várias funções vitais como respiração, osmorregulação e 
excreção, e encontram-se em constante contato direto com o meio aquático, 
apresentando uma espessura do epitélio que separa o meio externo do interno de apenas 
alguns micrómetros (Hughes, 1984; Wood e Soivio, 1991). Os contaminantes 
ambientais entram no organismo através deste órgão, o que pode levar a que os seus 
primeiros efeitos tóxicos sejam ao nível do epitélio branquial. Assim este facto torna-as 
o alvo primário para a maioria dos poluentes aquáticos (Perry e Laurent, 1993). As 
alterações histológicas na estrutura das brânquias podem levar a sérios problemas como 
distúrbios respiratórios, comprometendo as trocas gasosas, causando alterações na 
manutenção do balanço hidro-electrolítico, e nos processos de destoxificação de 
compostos encontrados ao nível ambiental (Marshall e Bryson, 1998; Randall e 
Brauner, 1998; Flores-Lopes e Thomaz, 2011).  
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Muitos estudos indicam que as brânquias desempenham igualmente um papel 
importante na biotransformação dos xenobióticos (Lindström-Seppä et al., 1981; Miller 
et al., 1989; Ueng e Ueng, 1995).  
 
Figura 2. Corte transversal de brânquia de Pimephales promelas (barra = 16.7 µm; técnica de 
H&E): (1) Lamela primária; (2) Lamela secundária; (3) Células epiteliais; (4) Células mucosas; 
(5) Células Pilar; (6) Lacuna (lúmen capilar); (7) Eritrócitos dentro de lúmen capilar; (8) Células 
de cloreto; (9) Célula bastonete; (10) Células basais indiferenciadas (Adaptado de Yonkos et al., 
2000). 
O fígado é um órgão também importante pois desempenha funções vitais no 
metabolismo basal, como participa igualmente na destoxificação, bioativação, 
acumulação e excreção de xenobióticos (Moon et al., 1985; Triebskorn et al., 1997; 
Figueiredo-Fernandes et al., 2006). Assim, trata-se de um órgão de elevado interesse 
para se averiguar a possível exposição a contaminantes em peixes (Bernet, 1999). É 
constituído por hepatócitos que formam o parênquima e por fibras que lhe dão suporte, 
sendo revestido por uma membrana serosa. Os hepatócitos são células uni- ou 
binucleadas, com uma forma poligonal. No fígado é também possível encontrar vasos 
sanguíneos de grande e pequeno calibre (sinusóides) e dutos biliares (Fig. 3) (Yonkos et 
al., 2000). 
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Figura 3. Corte transversal de fígado de Pimephales promelas (barra = 84.8 µm; técnica de 
H&E): (1) Cápsula do fígado; (2) Hepatócitos; (3) Sinusóides com eritrócitos no seu interior; 
(4) Veia central; (5) Duto biliar. (Adaptado de Yonkos et al., 2000). 
 
3. Biomarcadores 
Por ação antropogénica as substâncias contaminantes atingem os ecossistemas aquáticos 
levando a uma exposição direta e constante do biota. A interação entre o xenobiótico e o 
ecossistema aquático pode resultar em diversas modificações nas várias cadeias tróficas 
reflexo das variadas alterações bioquímicas nos níveis tróficos inferiores, sendo estas 
modificações passíveis de serem medidas de forma a associar a extensão destas 
alterações com a exposição a determinado composto (Jesus e Carvalho, 2008). 
Os biomarcadores são ferramentas úteis em Ecotoxicologia pois permitem avaliar e 
associar determinadas alterações nos organismos expostos com os diversos 
contaminantes, aferindo efeitos sub-letais, e consequentemente permitindo delinear 
ações preventivas e remediadoras. Por isso são usados comummente em programas de 
avaliação da contaminação ambiental (Bucheli e Fent, 1995; Timbrel, 1998; Jesus e 
Carvalho, 2008).  
Um biomarcador pode ser definido como uma alteração histológica, fisiológica ou 
bioquímica que serve como indicativo de uma exposição ou de efeitos de um 
contaminante a nível molecular, celular, tecidular ou individual (Rand, 1995). As 
alterações que ocorrem nos organismos ao nível molecular ou bioquímico podem 
Efeitos da tetraciclina em Gambusia holbrooki: enzimas antioxidantes e alterações histopatológicas  
20 
 
indicar uma resposta precoce do individuo ao xenobiótico, permitindo prever alterações 
profundas nos ecossistemas, possibilitando a tomada atempada de medidas de 
prevenção (Adams et al., 1989). 
Os biomarcadores podem ser subdivididos em três categorias distintas (WHO, 1993; 
NRC, 1987), designadamente: 
a) Biomarcadores de exposição que são caracterizados por serem substâncias exógenas, 
ou os seus produtos de metabolização, bem como substâncias resultantes da interação 
entre o xenobiótico e determinada molécula ou célula alvo do organismo, capazes de 
serem medidas num dado compartimento do respetivo organismo – dose interna. Sendo 
assim, são indicadores que confirmam a exposição do organismo a determinada 
substância ou grupo de substâncias, através do estabelecimento de uma relação entre a 
exposição e a dose interna. 
b) Biomarcadores de efeito, os quais não são específicos relativamente à substância 
exógena e não fornecem qualquer informação sobre a sua natureza. São assim 
caracterizados por alterações fisiológicas, bioquímicas e/ou outras alterações 
mensuráveis ao nível dos tecidos ou fluídos do organismo. São relacionados com 
determinada anomalia, lesão ou problema de saúde, resultante de um mecanismo de 
defesa celular, que se inicia sempre como uma resposta adaptativa à presença do 
xenobiótico ao nível molecular/bioquímico, que no entanto pode falhar ou a sua 
capacidade de resposta ser ultrapassada. 
c) Biomarcadores de suscetibilidade são indicadores da capacidade inata ou adquirida 
que determinado organismo possui para se adaptar face à exposição a substâncias 
exógenas específicas. Como exemplo, podem-se incluir as alterações nos recetores os 
quais por sua vez alteram a suscetibilidade do individuo ao xenobiótico, bem como 
fatores genéticos.  
Existe igualmente uma outra classificação dos biomarcadores (Peakall, 1992) mais 
abrangente, defendida por alguns autores que consideram a classificação anterior 
bastante restrita, do ponto de vista fisiológico ou funcional, nomeadamente:  
a) biomarcadores de enzimas de biotransformação (indução ou inibição das atividades 
das enzimas de biotransfomação após exposição a um xenobiótico);  
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b) biomarcadores de alteração de proteínas reguladoras (como por exemplo, medição 
dos níveis de proteínas de stress, como as metalotioneínas);  
c) biomarcadores de disrupção endócrina e reprodutiva (por exemplo, avaliação dos 
níveis de estrogénio, anomalias no sistema reprodutor, capacidade de reprodução);  
d) biomarcadores de genotoxicidade (análise de alterações ao nível da estrutura do 
DNA) e imunotoxicidade (medição da concentração de imunoglobulinas);  
e) biomarcadores histopatológicos (por exemplo, deteção de lesões tecidulares ou 
necrose);  
f) biomarcadores de metabolismo energético (teor de reservas lipídicas);  
g) biomarcadores de neurotoxicidade (como por exemplo a avaliação da atividade da 
acetilcolinesterase);  
h) biomarcadores de stress oxidativo (por exemplo, avaliação da atividade de enzimas 
antioxidantes, tais como a catalase); e  
i) biomarcadores comportamentais, entre outros.  
Os biomarcadores compilam uma série de vantagens, o que os torna ferramentas 
comumente utilizadas para a avaliação dos efeitos da exposição de um individuo a 
determinado poluente ou conjunto de poluentes. De entre as vantagens dos 
biomarcadores, destacam-se o seu baixo custo, facilidade de quantificação e aplicação 
das respetivas técnicas, aplicação generalizada nas mais variadas condições teste, bem 
como elevada sensibilidade a um elevado número de poluentes ambientais (Timbrell, 
1998). Os biomarcadores são capazes de fornecer informações quanto ao mecanismo de 
toxicidade do poluente, e se usada uma bateria de biomarcadores, como é habitual, estes 
são capazes de indicar o estado geral do organismo exposto face ao processo tóxico 
sofrido (van der Oost et al., 2003).  
Para escolher o biomarcador mais indicado é necessário levar em consideração as 
características do organismo teste, as condições ambientais do teste, a resposta esperada, 
o poluente em análise, a via e duração de exposição ao poluente, bem como a sua 
concentração (Nunes et al., 2008). 
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3.1. Biomarcadores de stress oxidativo 
A biotransformação altera a toxicidade do composto, o que pode ser prejudicial, caso a 
sua toxicidade aumente devido a uma bioativação, havendo a formação de um 
metabolito reativo com toxicidade superior à do composto original. Por outro lado, pode 
ser vantajosa, caso a sua toxicidade seja reduzida devido a uma reação de destoxificação 
(van der Oost et al., 2003). O metabolismo determina assim a atividade do composto, a 
duração da sua atividade e o seu tempo de semi-vida no organismo (Timbrell, 1998). 
Existem inúmeras fontes endógenas de produção de espécies reativas de oxigénio 
(ROS), também chamadas como intermediários de oxigénio reativos (ROIs), radicais 
livres de oxigénio ou oxiradicais. Assim, estes intermediários podem derivar da 
respiração celular, mas a própria biotransformação dos xenobióticos pode também levar 
à sua produção, através do designado ciclo redox (Di Giulio et al., 1989; Halliwell e 
Gutteridge, 1989; Winzer, 2001). De entre os referidos radicais, destacam-se o anião 
radical superóxido (O2
-.
), e o radical hidroxilo (OH
.
), alcoxilo (RO
.
) e peroxilo (ROO
.
) 
(Barber e Bernheim, 1967; Chance et al., 1979; Winston e Di Giulio, 1991). O peróxido 
de hidrogénio (H2O2), erradamente incluído na designação de radical livre por não 
possuir eletrões desemparelhados, é menos reativo que os restantes radicais livres, 
(Halliwell e Gutteridge, 1989; Pereira, 1994). No entanto, não é por isso que deixa de 
ter relevância, uma vez que ao atravessar facilmente as barreiras biológicas, e ao receber 
mais um eletrão, geralmente do ferro ou do cobre, origina o radical livre hidroxilo 
(Halliwell e Gutteridge, 1989). No ciclo redox, acima mencionado, o composto exógeno 
é primeiramente reduzido enzimaticamente pela redutase dependente de NADPH 
(citP450 RED) produzindo um radical xenobiótico. Este radical doa o seu eletrão 
desemparelhado a uma molécula de oxigénio, formando o radical superóxido e 
novamente o xenobiótico oxidado. Assim, a cada ciclo redox, ocorrem dois eventos 
potencialmente deletérios, ou seja, um redutor foi oxidado e um radical livre de 
oxigénio foi formado (Winston e Di Giulio, 1991; Goeptar et al., 1995). 
Se a quantidade de ROS formada for elevada, estas podem acumular-se, havendo desta 
forma um distúrbio entre as concentrações celulares oxidantes (ROS) e de defesas 
antioxidantes a favor dos primeiros, causando assim o chamado stress oxidativo. 
Quando em elevadas concentrações, os ROS podem causar sérios efeitos deletérios no 
organismo ao nível de macromoléculas celulares, tal como peroxidação lipídica, danos 
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na estrutura do DNA e inativação de enzimas. Em alguns casos este desequilíbrio causa 
um distúrbio generalizado no balanço celular redox, como nos conteúdos de glutationa 
reduzida e oxidada (GSH/GSSG) e na taxa de NADH/NAD
+
, podendo levar, em última 
instância, à morte celular (Valko et al., 2005; Gimbert et al., 2006; Regoli et al., 2006). 
Os radicais livres além de possuírem esta capacidade deletéria sobre as macromoléculas 
endógenas, participam igualmente em processos fisiológicos de defesa como fagocitose, 
produção de eicosanóides e diversas vias de transdução de sinais (Baber e Harris, 1994; 
Aruoma, 1998). 
No entanto, os organismos possuem sistemas de defesa, tais como os antioxidantes, que 
exercem proteção celular, mantendo a concentração destas espécies em níveis diminutos 
(Yang et al., 2012). Dentro das defesas antioxidantes, podemos encontrar formas e 
enzimáticas e não enzimáticas. Como defesas antioxidantes não enzimáticas incluem-se 
a glutationa reduzida (GSH), metalotioneínas, ácido ascórbico (vitamina C), vitamina B 
(β-caroteno), vitamina E (α-tocoferol) e coenzima Q10s; os antioxidantes enzimáticos 
incluem enzimas como a catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPOX), glutationa 
redutase (GRED), superóxido dismutase (SOD) e glutationa-S-transferases (GSTs) 
(Stegeman et al., 1992; Lopez-Torres et al., 1993). 
Os efeitos resultantes da produção de radicais livre de oxigénio podem ser usados como 
biomarcadores de stress oxidativo, tal como os que se devem a uma resposta adaptativa 
do organismo, como o aumento da atividade das enzimas antioxidantes e concentração 
de compostos não enzimáticos (Winston e Di Giulio, 1991; Filho, 1996). 
3.1.1. Catalase 
A catalase é uma enzima citoplasmática pertencente ao grupo das hemeproteínas, sendo 
considerada um componente de defesa antioxidante primário, responsável pela catálise 
do peróxido de hidrogénio (H2O2) a água (H2O) e oxigénio (O2), formado durante o 
metabolismo celular basal ou após contato com poluentes (Winston et al., 1990), sendo 
dependente do NADPH (Aebi, 1984), e pela oxidação de compostos hidrogenados, tais 
como o metanol, etanol, ácido fórmico, fenóis, com o respetivo consumo de peróxido 
(Aebi, 1984). 
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A catalase é ubiquitária em qualquer organismo que se desenvolva na presença de 
oxigénio, encontrando-se na maioria dos casos dentro de estruturas subcelulares, como 
os peroxissomas do fígado e rins, pois é nestas estruturas que se encontram grande parte 
das enzimas que produzem H2O2, como a glicolato oxidase e as flavoproteinas 
desidrogenases (Khessiba et al., 2005). O H2O2 exerce determinados efeitos tóxicos nas 
células, entre eles a ativação de iões dos metais de transição das reações de Fenton, 
gerando desta forma radicais hidroxilo e danos na molécula de DNA (Barynin et al., 
2001).  
A atividade da enzima catalase é bastante utilizada como biomarcador em inúmeros 
estudos de monitorização ambiental, por ser indicativa da ocorrência de stress oxidativo 
quando o organismo se encontra exposto a numerosos compostos pro-oxidantes 
(Ventura et al., 2002; Atli e Canli, 2007; Zanette et al., 2008).  
3.1.2.  Glutationa-S-transferases 
As isoenzimas GSTs desempenham no organismo papéis cruciais, para além de serem 
responsáveis pelo transporte intracelular de certos componentes, como bilirrubina e 
ácidos biliares, e ainda participam na síntese de leucotrienos e prostaglandinas. As 
GSTs possuem uma importante função na defesa do organismo contra os potenciais 
danos do stress oxidativo, por catalisar a conjugação de compostos eletrofílicos (ou 
metabolitos de fase I) com a glutationa reduzida (GSH) (George, 1994), com a 
finalidade de os tornar menos tóxicos, com maior solubilidade na água e mais 
facilmente excretados (Cogo et al., 2009). Encontram-se maioritariamente na fração 
citosólica do fígado (Sijm e Opperhuizen, 1989). 
3.1.3. Peroxidação lipídica 
A reação dos radicais livres com os lípidos, nomeadamente com os ácidos gordos 
polinsaturados presentes nas membranas celulares e nas lipoproteínas, origina uma 
reação em cadeia designada de peroxidação lipídica ou lipoperoxidação (LPO) (Lima e 
Abdalla, 2001). Este mecanismo divide-se em três etapas: iniciação, propagação e 
terminação (Catalá, 2006). Na primeira etapa ocorre o ataque de um radical, como o 
hidroxilo (OH
.
), alcoxilo (RO
.
), peroxilo (ROO
.
) (Gutteridge, 1988) a um ácido gordo 
polinsaturado extraindo-lhe um átomo de hidrogénio a partir do grupo metileno (-CH2-), 
originando um carbono com um eletrão desemparelhado (-CH
.
-), havendo um rearranjo 
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do ácido gordo insaturado com formação de dienos conjugados (Lima e Abdalla, 2001; 
Catalá, 2009). A reação inicial que ocorre origina um radical lipídico (L
.
), que por sua 
vez reage rapidamente com uma molécula de oxigénio formando um radical lipídico 
peroxilo (LOO
.
). Este por sua vez extrai novamente um átomo de hidrogénio da cadeia 
de ácido gordo adjacente originando um hidroperóxido lipídico (LOOH) e um segundo 
lípido radicalar (L
.
) (Catalá, 2006). O LOOH sofre uma clivagem redutiva na presença 
de iões metálicos, como o Fe
2+
, produzindo desta forma o radical lipídico alcoxil 
(LOH
.
) (Halliwell e Gutteridge, 2007). 
ROOH + Fe
2+
 →Fe3+ + OH- + ROH. 
 
 O LOOH também pode sofrer clivagem, devido à presença de metais reduzidos, 
originando como produtos aldeído reativos, como o MDA (malondialdeído), 4-hidroxi-
2-nonenal (HNE), 4-hidroxi-2-hexenal (4-HHE) e acroleína (Uchida, 1999; Kehrer e 
Biswal, 2000; Lee et al., 2001). Tanto o radical LO
.
 como o radical LOO
.
 são 
responsáveis pela extração consecutiva de um átomo de hidrogénio das moléculas de 
ácido gordos ocorrendo assim uma reação em cadeia de peroxidação lipídica (Buettner, 
1993). A partir deste mecanismo poderão advir diversos efeitos que são letais para a 
célula, como o aumento da fluidez e alteração da permeabilidade, inibição de processos 
de transporte de iões e inibição de processos metabólicos (Nigam e Schewe, 2000). 
Existem várias formas de terminar com a peroxidação lípidica, como a neutralização 
dos radicais livres por espécies antioxidantes, formação de produtos não radicalares e 
consumo dos radicais livres, entre outros. 
O malonildialdeído (MDA) é um dos produtos gerados pelo processo de peroxidação 
lípidica e que pode reagir, em condições de baixo pH, com resíduos de aminoácidos, 
especialmente a lisina, o que poderá levar a potenciais perdas de função das proteínas. 
Pode também reagir com bases nitrogenadas do DNA, nomeadamente de guanina, 
(Halliwell e Gutteridge, 2007). A quantificação deste produto é vulgarmente usada para 
avaliação da extensão de peroxidação lípidica, por intermédio do método designado por 
Thiobarbituric Acid Reactive Substances (TBARS, substâncias reativas ao ácido 
tiobarbitúrico). 
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3.2. Biomarcadores histopatológicos 
A histologia pode ser uma ferramenta útil na avaliação do estado de saúde do animal 
refletindo os efeitos da exposição a uma enorme variedade de contaminantes (Hinton et 
al., 1992). Desta forma, a análise de alterações tecidulares é um método sensível e 
relativamente rápido para determinar os efeitos dos poluentes nas células, tecidos e 
órgãos-alvo, especialmente os efeitos crónicos, sendo indicadores da exposição prévia a 
contaminantes (Hinton et al., 1992; Schwaiger et al., 1997; Bernet et al., 1999). 
Qualquer efeito tóxico de contaminante ambiental é primeiramente evidenciado nas 
células e tecidos, antes de serem visualizáveis quaisquer alterações no comportamento 
ou aparência externa do organismo (van Dyk, 2005). 
 
A avaliação das alterações histológicas centra-se essencialmente no estudo das 
modificações presentes nos tecidos biológicos, nomeadamente em importantes órgãos-
alvo, como sejam as brânquias (Mallatt 1985; Poleksic e Mitrovic-Tutundzic 1994), 
pele (Vethaak,1994), fígado (Hinton e Laurén 1990; Myers et al., 1994) e rins 
(Oronsaye 1989; Bucher e Hofer 1993). Estes órgãos apresentam elevado interesse de 
estudo devido às suas funções fisiológicas, pelo que a sua análise histopatológica é 
utilizada como biomarcador de exposição aguda e crónica a diversos compostos tóxicos, 
bem como na monitorização ambiental (Stentiford et al., 2003; Triebskorn et al., 1997). 
 
A abordagem clássica na avaliação das alterações histológicas é a análise qualitativa, a 
partir da qual é possível determinar as lesões com maior expressão. No entanto é difícil 
estabelecer uma relação causa-efeito entre o contaminante e a alteração tecidular 
apresentada. Pelo que assim torna-se útil a aplicação de uma análise semi-quantitativa 
ou quantitativa, que nos fornecem informações numéricas permitindo definir com mais 
acuidade o efeito toxicológico do contaminante sobre o organismo e aplicar análises 
estatísticas apropriadas (Bernet et al., 1999; Nero et al., 2006). 
 
3.3. Biomarcadores de neurotoxicidade 
 
Relativamente a este tipo de biomarcador, aquele que apresenta maior interesse para o 
estudo das funções neurológicas é a inibição das colinesterases (Payne et al., 1996). 
Existem dois tipos de colinesterases: a) a butirilcolinesterase (BChE), também 
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designada de pseudo-colinesterase ou esterase não específica, a qual possui maior 
afinidade para o neurotransmissor butirilcolina; e b) a acetilcolinesterase (AChE), 
enzima com maior especificidade para o neurotransmissor acetilcolina, sendo esta 
última presente no cérebro dos peixes, e tal como a BChE também pode ser encontrada 
no músculo dos peixes (Walker e Thompson, 1991; Sturm et al., 2000). A inibição da 
acetilcolinesterase é um biomarcador específico para exposição a pesticidas 
organofosforados e carbamatos (Fulton e Key, 2001). No entanto, vários estudos 
indicam que é igualmente sensível a metais, detergentes e complexas misturas de 
poluentes (Payne et al., 1996; Guilhermino et al., 1998; Guilhermino et al., 2000). 
 
A AChE desempenha um papel importante na neurotransmissão, hidrolisando o 
neurotransmissor acetilcolina em colina e ácido acético ao nível das sinapses 
colinérgicas, tanto nos vertebrados como invertebrados (Talesa et al., 1992; 
Guilhermino et al., 2000). A AChE impede uma transmissão nervosa contínua, ou seja, 
permite o repouso do neurónio após a sua ativação, sendo essencial para o normal 
funcionamento do sistema neuromuscular e sensitivo (Murphy, 1986; Talesa et al., 
1992). Entretanto, sugere-se que a BChE hidrolisa não só a acetilcolina, como também 
ésteres de cadeia longa de colina (a butirilcolina e succinilcolina), e uma enorme 
variedade de ésteres de não-colina como o ácido acetilsalicílico e cocaína (Masson et 
al., 1998; Koetzner e Woods, 2002). Também se tem demonstrado que a BChE liga-se 
e/ou hidrolisa a maior parte dos inibidores da AChE, tais como os pesticidas 
organofosforados e organofosfatos (“nerve agents”), carbamatos, protegendo assim a 
enzima AChE (Casida e Quistad, 2004; Duysen et al., 2007; Masson e Lockridge, 
2010). 
4. Ensaio de toxicidade usando como organismo-teste o peixe Gambusia holbrooki 
Os peixes são habitualmente usados em estudos de monitorização de poluição no 
compartimento aquático por se tratarem de organismos familiares nestes ecossistemas, 
bem como por responderem com uma elevada sensibilidade a alterações no meio 
aquático, refletindo os distúrbios em vários níveis devido à sua mobilidade, estilo de 
vida e por se encontrarem próximo do topo da cadeia alimentar (Freitas e Siqueira-
Souza, 2009; Hernández-Moreno et al., 2010). Comparativamente a outros grupos de 
animais, tais como os invertebrados, os peixes têm vantagem por poderem fornecer 
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maior quantidade de informações, para além de serem facilmente capturáveis e 
identificáveis (Freitas e Siqueira-Souza, 2009). 
No entanto, há que ter em conta que não existe nenhum organismo ideal que possa ser 
usado em testes de toxicidade e que reflita todos os efeitos possíveis de determinado 
contaminante sobre o respetivo ecossistema. Isto deve-se em grande parte à 
complexidade do ambiente aquático, bem como aos inúmeros processos que um 
contaminante está sujeito no meio ambiente (Ronco et al., 2004).  
Portanto, para obter resultados satisfatórios e representativos, o ideal seria avaliar o 
efeito tóxico de determinada substância em mais do que uma espécie representativa do 
local, e preferencialmente, em espécies pertencentes a diferentes níveis tróficos 
(Gherardi-Goldstein et al, 1990; Ribo, 1997). A utilização de uma bateria de testes com 
pelo menos quatro organismos-teste pertencentes a diferentes níveis das cadeias 
tróficas, nomeadamente, produtores (exemplo, algas), consumidores primários 
(exemplo, microcrustáceos), consumidores secundários (exemplo, peixes) e 
decompositores (exemplo, bactérias) é recomendado para estimar o efeito que 
determinado poluente exerce no meio ambiente com mais segurança.  
Por razões práticas e económicas, usualmente estes testes utilizam somente um 
organismo-teste. Este deve possuir determinadas características, tais como seletividade 
constante e elevada para os contaminantes, disponibilidade e efetivo populacional 
significativo, serem geneticamente uniformes e estáveis, representativos do seu nível 
trófico no meio ambiente, amplamente distribuídos, apresentarem facilidade em se 
adaptar às condições laboratoriais, bem como a sua fisiologia, genética e 
comportamento serem bem conhecidos para melhor interpretação dos resultados obtidos 
(Costa et al., 2008). 
A gambusia ou peixe- mosquito (Gambusia holbrooki) é um peixe originário do sudeste 
dos Estados Unidos da América, que a partir de 1920, foi globalmente disseminado 
como agente controlador de mosquitos vetores de patologias humanas, por se alimentar 
das suas larvas (NSW, 2003). No entanto, o sucesso desta distribuição não é consensual, 
pois nos locais onde a gambusia foi introduzida, existiam populações nativas de 
pequenos peixes, anfíbios, e invertebrados os quais se alimentavam desses insetos, pelo 
que esta iniciativa de se introduzir a gambusia não foi a melhor opção, pois alterou esses 
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ecossistemas negativamente. Atualmente, esta espécie continua a ter um impacto 
negativo em algumas zonas onde habita, pois alimenta-se de ovos de anfíbios e girinos, 
nomeadamente de algumas espécies ameaçadas. Além disso, é também responsável pela 
diminuição de certas populações endémicas de peixes em todo mundo, através de 
fenómenos como predação e competição por interferência (Howe, 1995; Ivanstoff e 
Aarn, 1999; Knight, 1999).  
Esta espécie tem preferência por águas mornas, de fluxo lento, ou mesmo águas 
paradas, e ocorre maioritariamente entre a vegetação aquática que surge próxima das 
margens, com profundidade de aproximadamente 10 centímetros ou menos (Merrick e 
Scmida, 1984; McDowall, 1996; Arthington e Marshall, 1999). É um peixe que suporta 
uma ampla variedade de condições ambientais, no entanto tende a evitar zonas com 
densa vegetação que o impossibilite de se alimentar à superfície, ou zonas de grande 
fluxo de água (Meffe, 1984; Arthington et al., 1990; Galat e Robertson, 1992). São 
peixes de porte pequeno, possuindo uma única barbatana dorsal, barbatana caudal 
arredondada, olhos grandes e cabeça achatada, e mandíbula inferior que sobressai mais 
que a superior. Existe dimorfismo sexual nesta espécie, pois as fêmeas são 
relativamente maiores, medindo cerca de 60 mm, comparativamente com os machos 
que medem cerca de 35 mm. Além do tamanho, a fêmea distingue-se do macho por 
possuir uma zona ventral maior e arrendondada (Fig. 4), e o macho apresenta um 
gonopódio (órgão copulador) visível a olho nu (Cabral e Marques, 1999). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Exemplar de Gambusia holbrooki: fêmea (maior) e macho (menor) 
(Adaptado de Global Invasive Species Database, 2010). 
Efeitos da tetraciclina em Gambusia holbrooki: enzimas antioxidantes e alterações histopatológicas  
30 
 
A sua alimentação é muito diversificada, incluindo pequenos insetos terrestres, tais 
como formigas e mosquitos, que pousam na superfície da água, bem como 
invertebrados aquáticos, como insetos (besouros, larvas de mosca), zooplâncton e algas 
filamentosas, entre outros (Lloyd 1984; Bence e Murdoch, 1986; Arthington e Marshall, 
1999).  
Esta é uma espécie que apresenta algumas vantagens que a tornam um organismo de 
eleição para realizar ensaios ecotoxicológicos: facilidade em adaptar-se às diversas 
condições laboratoriais; ampla distribuição geográfica; elevada fecundidade; facilidade 
de captura; e devido ao seu pequeno tamanho é possível testar um elevado número de 
indivíduos, sem que para tal seja necessário dispor de muito espaço de biotério (Nunes 
et al., 2008). 
5. Objetivos 
Esta dissertação tem como objetivo avaliar os efeitos ecotoxicológicos decorrentes de 
uma exposição aguda de 96 horas do peixe Gambusia holbrooki ao antibiótico 
tetraciclina hidroclorada com recurso à determinação da atividade das enzimas de stress 
oxidativo, conjugação, no fígado e brânquias, e neurotoxicidade, no cérebro (catalase, 
glutationa-S-transferases e acetilcolinesterase, respetivamente), bem como eventuais 
alterações histológicas em órgãos alvo, nomeadamente no fígado, brânquias. 
6. Material e Métodos 
6.1. Caracterização do local de captura  
A Pateira de Fermentelos é uma lagoa natural, que ocupa uma área de superfície e 
profundidade variáveis, dependendo da estação do ano. Esta lagoa ocupa uma vasta área 
(5 km
2
), maioritariamente no concelho de Águeda, bem como no concelho de Aveiro e 
Oliveira do Bairro. É alimentada a sul pelo rio Cértima e a noroeste pela Ribeira do 
Pano (CMA, 2013).  
É considerado um sistema semi-lêntico o qual se encontra integrado na Zona de 
Proteção Especial da Ria de Aveiro, e de acordo com o Decreto-lei nº152/97, de 19 de 
Junho, Anexo II, é considerado uma importante e extensa zona húmida. De acordo com 
a Convenção Ramsar, zonas húmidas são áreas de sapal, paul, turfeiras ou águas, 
naturais ou artificiais,  permanentes ou temporárias, estáticas ou correntes, doces, 
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salobras ou salgadas, incluindo extensões de água do mar, cuja profundidade na maré 
baixa não exceda os 6 metros e zonas costeiras e ribeirinhas. Como tal, a Pateira de 
Fermentelos reúne todas as condições para que desempenhe funções cruciais, tais como 
regulação hídrica e climática, purificação da água, oposição ao efeito de estufa, proteção 
da costa, manutenção de reservatórios subterrâneos, suportando uma elevada 
biodiversidade (CMA, 2013). 
6.2. Captura e acondicionamento dos peixes 
Os exemplares de gambusia foram capturados com o auxílio de redes de mão 
(camaroeiros) a partir das margens da lagoa. Foram selecionados organismos com 
tamanhos similares, rejeitando todos aqueles que não se encontrassem entre um 
tamanho médio de 2,5 a 3,5 cm, incluindo machos e fêmeas imaturas. Após captura, os 
organismos-teste foram acondicionados e transportados para o laboratório em arcas 
térmicas com arejamento contínuo. 
6.3. Exposição à tetraciclina 
Antes da exposição ao fármaco, selecionaram-se os indivíduos com tamanhos similares 
os quais foram mantidos durante um período de quarentena com duração de quinze dias, 
sob condições laboratoriais controladas, nomeadamente água desclorada e com 
temperatura controlada a 20 ± 1ºC com arejamento contínuo, alimentados todos os dias 
ad libitum com alimento artificial (Sera Vipan® flakes). 
Findo o período de quarentena, foram selecionados aleatoriamente 40 indivíduos que 
foram sujeitos durante 96 h ao ensaio agudo de exposição a concentrações crescentes de 
tetraciclina hidroclorada de acordo com a norma OCDE 203 (1992). Durante o período 
de exposição, a água foi renovada 48 h após o início da exposição, e as concentrações 
de contaminante foram novamente ajustadas. Como a tetraciclina é fotodegradável 
(Kümmerer, 2009), os aquários foram integralmente cobertos com papel de alumínio de 
forma a evitar a entrada de luz, de modo a garantir que a concentração de tetraciclina se 
mantivesse estável ao longo de todo o ensaio. 
Os organismos foram divididos em quatro grupos distintos, com dez indivíduos cada, e 
sujeitos individualmente a três diferentes concentrações sub-letais de tetraciclina ou seja 
5 ng/l (concentração baixa), 50 ng/l (concentração média) e 500 ng/l (concentração 
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alta). No grupo controlo, os organismos foram expostos somente a água desclorada. A 
solução-mãe de tetraciclina (Sigma-Aldrich) tinha a concentração de 0,1 mg/l. Estas 
concentrações foram escolhidas uma vez que são ambientalmente relevantes. Segundo 
Kümmerer (2009), as tetraciclinas são encontradas no ambiente aquático, 
nomeadamente na água de superfície, numa concentração acima de 110 ng/l; Segundo o 
estudo de Jia et al. (2009), foi analisada a presença de tetraciclina em amostras de água 
provenientes de influentes e efluentes de uma ETAR (Gao Beidian – Beijing, China) e 
em água de superfície do rio Tonghui, Beijing, reportando concentrações de tetraciclina 
de 16,5 ng/l (influente), 1,9 ng/l (efluente) e 2,1 ng/l (rio). As concentrações adotadas 
no presente estudo encontram-se assim na mesma ordem de grandeza das referidas na 
bibliografia. 
Após o período de exposição, 5 indivíduos, de cada grupo, foram sacrificados por 
decapitação e dissecados, sobre uma solução de tampão fosfato 5 mM, pH 7,0, com 
Triton X - 100 a 0,1%, a 4ºC. Os órgãos selecionados foram o fígado, brânquias, 
músculo e cérebro, os quais foram usados para os ensaios enzimáticos: os restantes 5 
indivíduos intactos foram usados para o estudo histopatológico. De seguida, as amostras 
para as determinações bioquímicas foram homogeneizadas em tampão fosfato 50 mM, 
pH 7,0 com 0,1 % Triton X–100, com auxílio de um homogeneizador mecânico 
(Ystral). Posteriormente foram centrifugadas a 15,000g, onde se isolou o sobrenadante e 
armazenou-se a -80ºC. 
6.4. Ensaios enzimáticos 
6.4.1. Determinação da atividade da enzima catalase 
A determinação da atividade da enzima catalase foi executada de acordo com o método 
descrito por Aebi et al. (1984) previamente adaptado a G. holbrooki. Este método 
baseia-se na medição espectrofotométrica (espectrofotómetro UV1800) num 
comprimento de onda 240 nm, da decomposição do peróxido de hidrogénio, tanto ao 
nível do fígado como das brânquias. A solução de peróxido de hidrogénio utilizada foi 
diluída a 30% de forma a evitar a inativação da enzima catalase por excesso de 
substrato, e o pH da reação foi de 7,0 através do uso de uma solução tampão de fosfato a 
50 mM. A diferença das absorvâncias medidas por unidade de tempo indica-nos a 
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atividade da enzima catalase; cada amostra foi replicada 4 vezes. Os resultados foram 
expressos em nmol por minuto por mg de proteína. 
6.4.2. Determinação da atividade das isoenzimas GSTs 
A determinação da atividade destas isoenzimas foi feita de acordo com o descrito por 
Habig et al. (1974), adaptado para o organismo-teste em estudo, tanto ao nível do fígado 
como brânquias. Baseia-se na medição do aumento da absorvância a um comprimento 
de onda de 340 nm, num leitor de microplacas (Labsystem Multiskan Ex), do tioéter 
que se forma pela conjugação do substrato 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) com o 
grupo tiol da glutationa reduzida (GSH). Cada amostra foi replicada 4 vezes. Os 
resultados obtidos foram expressos em nmoles de tioéter produzido por minuto/mg de 
proteína. 
6.4.3. Determinação da enzima AChE 
A determinação da atividade da AChE foi realizada no cérebro dos indivíduos, 
adaptando o protocolo descrito por Ellman et al (1961) ao organismo-teste G. 
holbrooki. Esta técnica baseia-se na hidrólise do substrato acetilcolina pela AChE 
formando tiocolina e acetato. A tiocolina complexa com o composto 
ditiobisnitrobenzoato (DTNB), originando um produto de cor amarela, o qual pode ser 
detetado a um comprimento de onda de 414 nm. Os resultados foram expressos em 
µmol de substrato hidrolisado por minuto/mg de proteína. 
6.4.4. Determinação da extensão de peroxidação lipídica 
Para avaliar o grau de peroxidação lipídica utilizou uma porção de músculo e adaptou-
se o procedimento descrito por Buege e Aust (1978) ao organismo em estudo. Este 
método quantifica a quantidade de malonildialdeído (MDA). Este composto é um 
dialdeído o qual é formado como um produto secundário durante a peroxidação lipídica, 
por um processo de cisão beta do ácido gordo polinsaturado peroxidado, sobretudo o 
ácido araquidónico. Este método baseia-se no facto de o MDA, em condições 
adequadas, nomeadamente, meio ácido e temperaturas elevadas, reagir eficazmente com 
ácido tiobarbitúrico (TBA), formando um produto corado, passível de ser detetado no 
espetro do visível a um comprimento de onda de 535 nm. Os resultados foram expressos 
em mmol por mg de proteína. 
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6.4.5. Quantificação da proteína total 
A quantificação da proteína total foi executada de acordo com o descrito por Bradford 
(1976). Este método tem como base a ligação do corante Coomassie brilliant blue G-
250, o qual está presente no reagente de Bradford, à proteína total existente na amostra, 
o que origina um complexo corado estável que pode ser quantificado a 595 nm. 
Simultaneamente, construiu-se uma curva de calibração utilizando as absorvâncias 
relativas a concentrações crescente do padrão γ-globulina bovina, com o objetivo de 
converter os valores de absorvâncias obtidas para as amostras em valores de 
concentração de proteína respetiva. Este passo tem como objetivo padronizar os 
resultados, uma vez que pode haver variações inter-individuais, que podem condicionar 
a quantidade de proteína total e os biomarcadores medidos. Desta forma, pela 
normalização da quantidade total de proteína solúvel, é possível comparar os resultados 
obtidos entre os indivíduos. 
6.5. Técnica histológica 
6.5.1. Procedimento experimental 
Os indivíduos foram mergulhados durante um período de 24 horas numa solução de 
Bouin com o objetivo de os fixar quimicamente. Terminado este processo, as amostras 
foram sujeitas a um processo de descalcificação através do uso de uma solução de 
descalcificação (Decalcifying Solution-Lite; Sigma Aldrich Ref. D0818) durante 12 
horas. Findo este período, prosseguiu-se com o processo de desidratação, sujeitando a 
amostra a uma série de soluções de etanol com concentrações crescentes (70%, 80%, 
90% e 100%). De seguida sujeitou-se as amostras a um processo de diafanização 
utilizando xilol (Xylene Substitute; Sigma Aldrich Ref. A5597) por um período de 2 
horas. Seguidamente, as amostras foram incluídas em parafina a uma temperatura de 
cerca de 59ºC. Através de um micrótomo manual rotativo (Reichert-Jung 2030), os blocos 
de parafina foram seccionados a uma espessura de aproximadamente de 6 a 7 µm. Os 
cortes foram corados com hematoxilina-eosina e montados com DPX. As preparações 
foram visualizadas num microscópico óptico composto (Olympus, CX41) acoplado a 
uma câmara digital USB (Olympus, SC30). Foram tiradas microfotografias das 
brânquias e do fígado com uma magnificação de 200 e 400 X, respetivamente. 
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6.5.2. Análise qualitativa e semi-quantitativa 
Para cada órgão estudado, nomeadamente fígado e brânquias, identificaram-se as 
diferentes alterações histológicas classificando-as em cinco categorias, nomeadamente, 
distúrbios circulatórios alterações degenerativas, inflamação, alterações progressivas e 
tumores (Bernet et al., 1999).  
Nos distúrbios circulatórios incluíram-se alterações como as hemorragias, a 
hiperemias/congestão, os aneurismas e o edema intercelular. 
As alterações degenerativas são lesões que podem levar a uma redução na função 
orgânica ou até mesmo perda total do órgão, e inclui alterações estruturais ou 
arquitetónicas do órgão, alterações plasmáticas, depósitos, alterações nucleares, atrofia e 
necrose. 
As alterações inflamatórias subdividem-se em três categorias: exsudado, ativação do 
sistema reticuloendotelial e infiltração. 
As lesões progressivas correspondem a um fenómeno que leva ao aumento da atividade 
da célula ou tecido, sendo subclassificadas em hipertrofias e hiperplasias. 
Por último, o tumor resume-se a uma proliferação incontrolável de células ou tecidos, 
podendo os tumores ser benignos, quando se trata da proliferação de células 
diferenciadas, e malignos, quando a proliferação ocorre ao nível de células pouco 
diferenciadas, que rapidamente se dividem e invadem e destroem tecidos adjacentes, 
podendo ocorrer metástases. 
Após identificar as lesões histopatológicas aferiu-se o fator de importância dessas 
mesmas lesões, ou seja, avaliou-se de que forma esta alteração pode afetar a 
funcionalidade do órgão e a capacidade de sobrevivência do organismo. O fator de 
importância variou de 1 a 3 (1 significa que a lesão é facilmente revertida quando a 
exposição ao stressor termina; 2 significa que a lesão em causa apresenta uma 
importância moderada e que na maior parte das vezes pode ser reversível; e 3 quando a 
lesão é irreversível podendo mesmo levar a perda total ou parcial da funcionalidade do 
órgão em questão, apresentando assim uma importância patológica marcada 
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Cada alteração foi igualmente aferida quanto ao grau de severidade, ou seja foi 
classificada quanto à sua extensão numa escala de 1 a 7 valores (1: 1%-15%, 2: 15%-
30%, 3: 30%-45%, 4: 45%-60%, 5: 60%-70%, 6: 70%-90% e 7: 90%-100%). 
Por último foi calculado o índice patológico para cada órgão através do somatório dos 
valores obtidos através da multiplicação do valor de fator de importância pelo valor do 
grau de severidade para cada lesão histopatológica encontrada no órgão em estudo, 
obtendo-se assim o índice branquial e o índice hepático (Bernet et al., 1999). 
6.5.3. Análise quantitativa das brânquias 
As estruturas utilizadas para estudo foram o comprimento e espessura da lamela 
secundária (SLL e SLW, respetivamente), a distância interlamelar (ID) e espessura do 
epitélio basal (BET) (Fig. 5). Paralelamente foi realizada a determinação da capacidade 
respiratória de acordo com o valor de PAGE, sendo este obtido pela seguinte fórmula: 
 
 
Figura 5. Exemplificação das medições efetuadas na lamela branquial em G. holbrooki após 
exposição aguda (96 h) a concentrações crescentes de tetraciclina em condições controladas): 
(SLL) Comprimento da lamela secundária; (SLW) Espessura da lamela secundária; (ID) 
Distância interlamelar; (BET) Espessura do epitélio basal. Coloração H&E. Magnificação de 
200X.  
SLL 
SLW 
BET 
ID 
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6.6. Análise estatística 
Após verificação da distribuição normal e homogeneidade de variâncias dos dados 
obtidos, os resultados foram sujeitos a uma análise unifatorial de variância (One-Way 
ANOVA), seguida, se necessário (P<0,05), de um teste de Dunnett, de forma a verificar 
se as possíveis diferenças obtidas nos grupos expostos eram significativamente 
diferentes do grupo controlo. Utilizou-se um nível de significância () de 0.05. Os 
resultados são apresentados como a média ± erro-padrão. Todas as análises estatísticas 
foram realizadas no SigmaPlot 11.0. 
7. Resultados 
7.1. Biomarcadores enzimáticos 
A determinação da atividade da enzima catalase no fígado permitiu verificar diferenças 
estatisticamente significativas entre o grupo controlo e os grupos submetidos à 
exposição a tetraciclina (One-Way Anova: F = 7,62; g.l.=3,16; P = 0,002), podendo ser 
observado um aumento significativo da sua atividade em todos os grupos expostos (Fig. 
6A). 
 
Relativamente à atividade das GSTs a nível do fígado, verificou-se que a exposição ao 
composto em estudo levou a um aumento da atividade desta enzima, embora não 
estatisticamente significativo (One-Way Anova: F = 1,97; g.l.=3,16; P = 0,158) (Fig. 
6B). Em contrapartida, nas brânquias observou-se um aumento mais pronunciado da 
atividade enzimática das GSTs na concentração de 500 ng/l, sendo este aumento 
estatisticamente significativo em comparação com o grupo controlo. Os restantes grupos 
de tratamento apresentaram, um pequeno aumento de atividade, embora não 
significativo (One-Way Anova: F = 10,51; g.l.=3,16; P = 0,0004) (Fig. 6C) 
A atividade da enzima acetilcolinesterase não sofreu alterações significativas nos 
diferentes grupos experimentais (One-Way Anova: F = 0,499; g.l.=3,16; P = 0,688) 
(Fig. 6D).  
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Figura 6. Valores de atividade enzimática no fígado, brânquias e cabeça de G. holbrooki 
referente a uma exposição aguda de 96 h a concentrações crescentes de tetraciclina (média e 
erro padrão): A) CAT no fígado; B) GSTs no fígado; C) GSTs nas brânquias; D) AChE na 
cabeça. Os grupos com alterações estatisticamente diferentes do grupo controlo (P<0,05) estão 
marcados com um asterisco (*). 
7.1.1. Quantificação de TBARS 
Foi observada uma diminuição significativa da concentração da TBARS dependente da 
dose  de tetraciclina utilizada, sendo a variação de concentração entre o grupo controlo e 
os grupos de tratamento estatisticamente significativa (One-Way Anova: F = 6,53; 
g.l.=3,16; P = 0,004) (Fig. 7). 
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Figura 7. Valores de concentração de TBARS (média e erro padrão) no fígado de G. holbrooki 
referente a uma exposição aguda de 96 h a concentrações crescentes de tetraciclina. Os grupos 
com alterações estatisticamente diferentes do grupo controlo (P<0,05) estão marcados com um 
asterisco (*). 
7.2. Histopatologia 
7.2.1. Qualitativa e semi-quantitativa brânquias  
A análise qualitativa demonstrou a presença de alterações histopatológicas de forma 
geral em todos os grupos expostos, no entanto verificou-se um aumento da incidência, 
gravidade e extensão das alterações em função da concentração de tetraciclina usada.  
Os indivíduos do grupo controlo (não-exposto) apresentavam uma aparência normal da 
arquitetura branquial (Fig. 8). As alterações tecidulares mais frequentemente 
encontradas nos grupos expostos foram a hipertrofia da lamela secundária (Fig. 9A), o 
levantamento epitelial da lamela secundária (Fig. 9B), os aneurismas (Fig. 9C), a fusão 
das lamelas secundárias (Fig. 9D), a hipertrofia da lamela primária (Fig. 9E) e sinais 
necróticos (Fig. 9F). 
O índice patológico branquial apresentou diferenças significativas entre os diferentes 
grupos experimentais (One-Way Anova: F = 4,14; g.l.=3,9; P = 0,042), nomeadamente 
entre o grupo controlo e os grupos de tratamento de concentrações de 50 e 500 ng/l (Fig. 
10). 
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Figura 8. Aparência normal da lamela branquial de G. holbrooki, de um individuo pertencente 
ao grupo controlo. Técnica de H&E. Magnificação de 200X. 
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Figura 9. Exemplificações de achados de alterações histopatológicas (setas) na lamela branquial 
de G. holbrooki após exposição a concentrações crescentes de tetraciclina durante 96 h. (A) 
Hipertrofia da lamela secundária; (B) Levantamento epitelial da lamela secundária; (C) 
Aneurisma; (D) Fusão das lamelas secundária; (E) Hipertrofia da lamela primária; (F) Necrose. 
Técnica de H&E. Magnificação de 200X. 
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Figura 10. Valores do índice patológico das brânquias (IPB) (médio e erro padrão) em G. 
holbrooki referentes a uma exposição aguda de 96 h a concentrações crescentes de tetraciclina. 
Os grupos com alterações estatisticamente diferentes do grupo controlo (P<0,05) estão 
marcados com um asterisco (*).  
7.2.2. Análise quantitativa das brânquias 
Não se verificaram diferenças significativas entre os valores morfométricos das 
brânquias para os diferentes grupos experimentais para qualquer parâmetro analisado 
(BET - One-Way Anova: F = 2,88; g.l.=3,9; P = 0,096), (ID - One-Way Anova: F = 
0,62; g.l.=3,9; P = 0,620), (SLL - One-Way Anova: F = 0,89; g.l.=3,9; P = 0,483); 
(SLW - One-Way Anova: F = 2,79; g.l.=3,9; P = 0,101) (Figs. 11 A, B, C e D, 
respetivamente). A capacidade respiratória, expressa através do valor de PAGE, não foi 
significativamente afetada pela exposição ao fármaco (One-Way Anova: F = 2,22; 
g.l.=3,9; P = 0,155) (Fig. 11E). 
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Figura 11. Determinações quantitativas das estruturas das brânquias de G. holbrooki referentes 
a uma exposição aguda de 96 h a concentrações crescentes de tetraciclina (média e erro padrão): 
A) BET (Espessura do Epitélio Basal); B) ID (Distância Interlamelar); C) SLL (Comprimento 
da Lamela Secundária); D) SLW (Espessura da Lamela Secundária; E) PAGE.  
 
7.2.3. Qualitativa e semi-quantitativa fígado 
Uma análise qualitativa das microfotografias do fígado permitiu observar diversas 
alterações em todos os grupos experimentais. Contudo nos grupos expostos as 
alterações apresentaram maior extensão e gravidade. (Fig. 12). As alterações 
encontradas nos animais expostos foram: alargamento dos capilares sinusóides (Fig. 
A B 
C D 
E 
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13A), estados hemorrágicos (Fig. 13B), inflamação do tecido hepático (Fig. 13C), e 
vacuolização generalizada (Fig. 13D).  
Contudo, o cálculo do índice patológico hepático não indicou a presença de quaisquer 
diferenças significativas entre grupos experimentais (One-Way Anova: F = 2,60; 
g.l.=3,9; P = 0,117), embora tenha havido um aumento crescente deste índice com a 
concentração de tetraciclina à qual os animais estiveram expostos (Fig. 14). 
 
Figura 12. Aparência normal do tecido hepático de G. holbrooki, num individuo do grupo 
controlo. Técnica de H&E. Magnificação de 400X. 
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Figura 13. Exemplos de alterações histopatológicas (setas) no tecido hepático de G. holbrooki 
após exposição a concentrações crescentes de tetraciclina durante 96 horas em condições 
controladas. (A) Alargamento dos sinusóides; (B) Hemorragia; (C) Inflamação; (D) 
Vacuolização generalizada. Técnica de H&E. Magnificação de 400 X. 
 
 
Figura 14. Valores do índice patológico hepático (IPH) (média e erro padrão) em G. holbrooki 
referentes a uma exposição aguda de 96 h a concentrações crescentes de tetraciclina.  
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8. Discussão  
Os antibióticos são usados em larga escala, tanto na medicina humana como veterinária, 
mas também na agricultura, na apicultura, na pecuária e na aquacultura para tratamento 
de infeções microbianas, em medidas de profilaxia e como promotores de crescimento 
(Van den Boggard e Stobberingh, 1999; Kümmerer e Henninger, 2003; Cabello, 2006). 
O desenvolvimento de novas técnicas de deteção e monitorização ambiental destes 
compostos, tem permitido detetá-los nos diversos compartimentos aquáticos, o que tem 
gerado uma crescente preocupação pois, devido às suas características físico-químicas e 
farmacológicas intrínsecas, podem criar um impacto negativo na saúde ambiental e 
humana (Hirsch et al., 1999; Boxall et al., 2004; Banik e Hossain, 2006). As 
tetraciclinas são o segundo grupo de antibióticos mais comumente encontrados no 
ambiente (Gu e Karthikeyan, 2005). Devido a serem maioritariamente excretados por 
via renal na sua forma inalterada (Chambers, 2001), e por os seus produtos de 
degradação possuírem menor atividade comparativamente à tetraciclina, podendo 
mesmo alguns serem transformados no composto original novamente (Kemper, 2008; 
Sarmah et al, 2006), constata-se um maior interesse por parte da comunidade científica 
na pesquisa do antibiótico tetraciclina em detrimento dos seus produtos de degradação 
(Dolliver et al., 2008; Wang e Yates, 2008; Bao et al., 2009). 
Durante a metabolização da tetraciclina formam-se radicais livres de oxigénio (ROS) 
que são facilmente eliminados por ação das enzimas antioxidantes, como por exemplo a 
catalase e as GSTs. No entanto, se a concentração e/ou o contato com a tetraciclina for o 
suficientemente elevado, poderá haver a acumulação de ROS, o que causa stress 
oxidativo e poderá levar a danos ao nível das macromoléculas celulares, como 
peroxidação lipídica, danos na estrutura do DNA, inativação de enzimas, podendo 
mesmo levar à morte celular (Valko et al., 2005; Gimbert et al., 2006; Regoli et al., 
2006). A biotransformação da tetraciclina é capaz de causar stress oxidativo por 
redução da atividade das enzimas antioxidantes e da glutationa reduzida (GSH), sendo 
responsável por elevar os níveis de peroxidação lipídica (Asha et al., 2007). 
Neste trabalho, verificou-se um aumento significativo das atividades tanto da enzima 
catalase no fígado como das GSTs nas brânquias. Para a catalase a atividade aumentada 
foi notória e estatisticamente relevante para as três concentrações teste utilizadas 
comparativamente ao grupo controlo, enquanto para as enzimas GSTs este aumento 
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somente foi apenas significativo para a concentração teste mais elevada, e só nas 
brânquias. Paralelamente verificou-se uma diminuição significativa da quantidade de 
TBARS nas três concentrações utilizadas.  
Este aumento da atividade protetora destas enzimas permite concluir que a tetraciclina 
produziu um efeito pro-oxidante nos organismos testados, sendo este aumento de 
expressão resultante de uma resposta adaptativa gerada (Sturve et al., 2008). Este tipo 
de resposta dos organismos na presença de diferentes xenobióticos já foi descrito na 
literatura, permitindo a monitorização da ação ecotoxicológica destes compostos nos 
organismos aquáticos (Antunes et al., 2010). Possivelmente, o aumento da atividade 
destas enzimas permitiu uma proteção eficaz contra os ROS gerados aquando da 
metabolização da tetraciclina, impedindo ou minimizando assim danos de stress 
oxidativo, como a peroxidação lipídica, o que explica a diminuição da concentração de 
TBARS (Ozmen et al., 2008; Gravato et al., 2010; Ezemonye e Ikpesu, 2011).  
O aumento da atividade das GSTs indica a ativação do metabolismo envolvendo reações 
de fase II e dos sistemas de defesa antioxidantes (Paulino et al., 2012). Este fenómeno 
significa que as brânquias estão numa tentativa de eliminar o xenobiótico bem como os 
ROS, protegendo a células de efeitos como seja a peroxidação lipídica (Ozmen et al., 
2008; Gravato et al., 2010; Ezemonye e Ikpesu, 2011).  
No entanto, verifica-se que a concentração de TBARS diminuiu significativamente nos 
grupos teste comparativamente com o grupo controlo, o que sugere uma sobre-
expressão destas enzimas integrantes das defesas antioxidantes. Este efeito pode ter 
levado a um aumento da eficácia do mecanismo de proteção contra os ROS gerados pela 
presença deste composto, levando a uma neutralização de outros ROS gerados 
endogenamente. 
No caso da enzima acetilcolinesterase, os resultados obtidos não evidenciaram 
alterações estatisticamente significativos comparativamente com o grupo controlo. Isto 
pode sugerir que a tetraciclina não exerce efeitos sobre a atividade desta enzima. Seria 
interessante, através de um ensaio crónico ou aumentando as concentração utilizadas, 
verificar quais os potenciais efeitos sobre este biomarcador, nomeadamente em termos 
da sua inibição. Esta inibição enzimática a concentrações maiores já foi mencionada em 
alguns estudos com químicos anticolinesterásicos, como pesticidas e carbamatos 
Efeitos da tetraciclina em Gambusia holbrooki: enzimas antioxidantes e alterações histopatológicas  
48 
 
(Gupta, 1994; Bretaud et al. 2000), organofosfatos e metais pesados (Fossi et al., 2001; 
Fulton e Key, 2001; Sanchez, 2001). Um outro estudo, demonstrou que para o 
antibiótico enrofloxacina não houve impacto sobre a atividade, no entanto para o 
antibiótico furazolidona houve uma diminuição da atividade da enzima AChE mais 
acentuada (Tu et al., 2009). 
As brânquias encontram-se em contato íntimo e direto com o meio aquático, estando 
expostas a todos os compostos que nele estejam presentes, sendo por isso consideradas 
órgãos alvo primário para a toxicidade, sendo bastante sensíveis a alterações na 
qualidade da água (Poleksic e Mitrovic-Tutundzic, 1994; Mazon et al., 2002; Fernandes 
e Mazon, 2003). Alterações nos parâmetros ambientais na maioria das vezes provocam 
danos nas brânquias, exatamente por estarem em contato direto com o meio ambiente 
(Parashar e Banerjee, 2002). Além disso, são órgãos que apresentam uma extensa área 
de superfície, bem como uma distância de difusão muito reduzida entre o oxigénio 
dissolvido e os capilares sanguíneos, permitindo uma eficiente troca gasosa (Sayed et 
al., 2012). No entanto as brânquias possuem outras funções não menos importantes 
como sejam a osmorregulação e excreção (Hughes, 1984; Wood e Soivio, 1991). 
De uma forma global, as alterações tecidulares observadas foram levantamento epitelial, 
fusão das lamelas secundárias, hipertrofia da lamela primária, aneurisma e necrose. O 
levantamento epitelial, bem como a sua fusão lamelar, leva a uma redução drástica da 
área de superfície e por conseguinte um aumento da distância de difusão, pelo que as 
trocas gasosas podem estar comprometidas (Skidmore e Tovell, 1972; Sayed et al., 
2012). No entanto, os peixes têm a capacidade de aumentar a taxa de ventilação de 
forma a compensar esta deficiência nas trocas gasosas (Fernandes e Mazon, 2003). 
Contudo, qualquer descontinuidade verificada no epitélio leva a um balanço iónico 
negativo e a alterações compensatórias no hematócrito e nos valores médios de 
hemoglobina celulares no sangue (Peuranen et al., 1994). No entanto, estas alterações 
como levantamento epitelial, fusão e hipertrofia, apesar de nefastas, consideram-se uma 
resposta adaptativa reversível, ou seja, são um mecanismo de defesa desenvolvido por 
parte do organismo aos agressores externos, pois no geral estas alterações resultam num 
aumento da distância entre o meio externo e o sangue servindo assim como uma barreira 
à entrada de contaminantes (Hinton e Laurén, 1990; Poleksic e Mitrovic-Tutundzic, 
1994; Fernandes e Mazon, 2003). 
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Os aneurismas observados configuram-se como alterações potencialmente mais 
deletérias. Os aneurismas são lesões que podem ocorrer devido a um aumento do fluxo 
de sangue levando à rutura das células pilar e perda de integridade vascular (Heath, 
1987; Stentiford et al., 2003; Martinez et al., 2004), ou podem ser devido a uma ação 
direta por parte do contaminante (Temmink, 1983). 
Foi igualmente possível observar danos necróticos nos tecidos dos animais expostos. A 
necrose é uma alteração degenerativa que possui um elevado fator de importância por 
ser geralmente irreversível, e é considerada um efeito direto dos contaminantes, pelo 
que o seu contato se persistir ou progredir pode levar a perda parcial ou total da função 
do órgão em causa (Nero et al. 2006).  
Normalmente estas alterações, excluindo a necrose, são reversíveis, embora a 
reversibilidade de um aneurisma seja mais difícil quando comparada com a 
reversibilidade de alterações ao nível do epitélio (Poleksic e Mitrovic-Tutundzic, 1994). 
Estas lesões são consideradas não específicas para o contaminantes em estudo, podendo 
ocorrer para uma grande variedade de xenobióticos (Mallat, 1985). Geralmente as 
alterações histopatológicas ao nível das brânquias resultam em hipoxia, falência 
respiratória e problemas com o balanço iónico e ácido-base (Alazemi et al., 1996; 
Yasser e Naser, 2011), tornando o organismo mais suscetível a infeções secundárias e 
podendo provocar inclusive a morte (Hawkins et al, 1984). 
A análise semi-quantitativa das brânquias permitiu definir com mais clareza a 
importância das alterações encontradas, tendo-se verificado que em concentrações 
maiores de tetraciclina, o índice patológico é maior e estatisticamente significativo para 
as concentrações de 50 ng/l e 500 ng/l, ou seja, as lesões histopatológicas encontradas 
para estas concentrações são significativas quanto à sua importância e extensão. 
Contudo, de acordo com o valor de PAGE, verificou-se que não houve diminuição da 
proporção da lamela secundária implicada nas trocas gasosas, ou seja, a área de 
superfície respiratória não foi afetada (Nero et al., 2006).  
O estudo das alterações tecidulares do fígado pode servir como um indicador de 
toxicidade e, tal como as brânquias, é útil na análise dos efeitos de exposição de 
organismos aquáticos a contaminantes presentes no meio ambiente (Fernandes et al., 
2008). 
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Através de uma análise qualitativa verificou-se a presença de determinadas lesões 
hepáticas como sejam o alargamento dos capilares sinusóides, hemorragias, sinais 
inflamatórios e vacuolização generalizada.  
A vacuolização generalizada pode ser descrita como um sinal de um processo 
degenerativo devido a danos metabólicos correlacionado com a exposição ao 
contaminante (Pacheco e Santos, 2002), ou devido a um processo metabólico normal do 
fígado, associado por exemplo ao regime alimentar (Camargo e Martinez, 2007). Houve 
também evidências desta alteração histopatológica em peixes expostos a metais, como 
cobre, cádmio e zinco (Arellano et al., 1999; Van Dyk et al., 2007). A mesma alteração 
foi também encontrada em peixes expostos a outros tipo de contaminantes como metais 
pesados (Van Heerden et al., 2004; Olojo et al., 2005; Figueiredo-Fernandes et al., 
2007), herbicidas (Olurin et al., 2006) e inseticidas, como a deltametrina e o malatião 
(Cengiz e Unlu, 2006; Costa et al., 2009). Esta alteração foi também encontrada em 
dois outros estudos sobre a influência da tetraciclina em ratos (Machado et al., 2003; 
Shabana et al., 2012). Um outro estudo indicou que a tetraciclina é responsável por 
esteatose, ou seja, acumulação de gordura no fígado (Amacher e Martin, 1997).  
No entanto estas alterações, segundo a análise semi-quantitativa aplicada, não foram 
estatisticamente significativas. Um estudo efetuado em peixes, onde se analisou os 
efeitos da oxitetraciclina (composto análogo à tetraciclina), mostrou que esta pode 
causar danos deletérios no fígado (Bruno, 1989). Nos ratos, a oxitetraciclina foi 
responsável pela indução de sinais de toxicidade nos rins e fígado (Gnanasoundari e 
Pari, 2006; Pari e Gnanasoundari, 2006). 
A presença de tetraciclina levou a um aumento das enzimas catalase no fígado e das 
GSTs nas brânquias o que se deve a uma resposta adaptativa do organismo. Sendo a 
peroxidação lipídica um efeito resultante do stress oxidativo, uma vez que o conteúdo 
em TBARS diminui ao longo do tempo, pode-se concluir que a célula não entrou em 
stress oxidativo, e que o aumento do sistema antioxidante foi suficiente para minimizar 
e/ou inibir os potenciais efeitos tóxicos dos ROS. Contudo a análise histopatológica 
indicou danos significativos nomeadamente ao nível das brânquias. o que pode ser 
devido a um contato direto da tetraciclina com o órgão, como também pode ser devido a 
que o tempo de exposição e/ou as concentrações utilizadas de tetraciclina tenham sido 
suficientes para provocar stress oxidativo. Mesmo com o aumento das isoenzimas 
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antioxidante GSTs, a produção de ROS foi o suficientemente elevada para causar danos 
histopatológicos ao nível das brânquias. No fígado as lesões tecidulares não foram 
estatisticamente significativas o que pode ser explicado pelo facto de as concentrações 
de tetraciclina usadas no estudo não serem suficientes para provocar stress oxidativo ao 
nível dos hepatócitos e por sua vez danos ao nível tecidual, pelo que o aumento das 
enzimas antioxidantes pode ter sido suficiente para combater o ROS gerados. 
9. Conclusão 
Os compostos farmacêuticos são considerados poluentes emergentes, tendo os estudos 
ecotoxicológicos efetuados mostrado que mesmo em concentrações subterapêuticas 
estes compostos são capazes de ter um impacto importante sobre os ecossistemas 
aquáticos (Barceló, 2003; Deblonde et al., 2011). A atenção dada ao estudo destes 
compostos tem aumentado nestes últimos anos, graças ao aparecimento de novas 
técnicas analíticas que promoveram uma quantificação destes compostos com limiares 
mais baixos, e a descoberta da presença de novas substâncias nos vários ecossistemas 
aquáticos (Kümmerer, 2001; Pfluger e Dietrich, 2001; Zuccato et al., 2006).  
A entrada constante destes compostos no compartimento aquático por via de diversas 
atividades humanas, e a falha na sua depuração nas estações de tratamento 
convencionais leva a que os organismos aquáticos estejam cronicamente expostos aos 
fármacos (Ternes e Wilken, 1999; Seifrtová et al., 2009). Esta exposição pode conduzir 
à ocorrência de efeitos deletérios nos organismos, podendo estes efeitos ser cumulativos 
ao longo de gerações e produzir desequilíbrios nos ecossistemas (Daughton e Ternes, 
1999). A capacidade destes compostos levar a várias alterações nos organismos 
expostos mesmo em concentrações residuais, deve-se ao facto de estes compostos terem 
sido desenhados para interagir com os organismos biológicos através de diversos 
mecanismos, tendo características químicas e físicas que os tornam biologicamente 
ativos (Halling-Sorensen et al., 1998; Jones et al., 2002). 
Os antibióticos fazem parte deste grupo de substâncias emergentes, sendo o seu impacto 
aumentado devido ao seu consumo mundialmente elevado em comparação com outros 
compostos farmacêuticos (Kümmerer, 2003). A presença deste grupo de substâncias 
tem gerado preocupação em torno do seu potencial risco para o ambiente e para a saúde 
pública, sendo encontrados compostos desta família em concentrações de ng/l até µg/l 
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no meio aquático (Hirsch et al., 1999; Boxall et al., 2004; Banik e Hossain, 2006). A 
tetraciclina representa o segundo antibiótico mais comummente encontrado a nível 
ambiental, sendo este composto largamente utilizado devido à sua eficácia no 
tratamento de infeções bacterianas tornando-se evidente a importância da determinação 
do seu impacto ecotoxicológico (Chopra e Roberts, 2001; Gu e Karthikeyan, 2005).  
A exposição aguda às concentrações crescentes de tetraciclina permitiu verificar que 
este composto tem potencialmente a capacidade de exercer uma ação pro-oxidativa, 
podendo, em concentrações superiores às utilizadas neste ensaio, levar a uma resposta 
de stress oxidativo e gerar danos peroxidativos graves. No entanto, dos danos obtidos 
por este ensaio, apenas permitiu verificar uma ação indutora das defesas antioxidantes 
nomeadamente da enzima catalase no fígado e das glutationa-S-transferases nas 
brânquias, e ainda uma diminuição dos danos lipoperoxidativos no fígado expressos 
pela diminuição da concentração dos níveis de TBARS neste órgão. A nível da 
histologia apenas foram observadas alterações significativas nas brânquias, sendo as 
alterações histológicas encontradas no fígado não significativas. Os resultados da 
histopatologia sugerem que este composto é capaz de gerar alterações tecidulares na 
arquitetura branquial, na maioria inespecíficas e reversíveis, embora sem aparentemente 
comprometer a função respiratória.   
Os dados obtidos neste trabalho são originais e têm relevância ecológica, pelo que seria 
imperativo a monitorização ambiental desta substâncias e a procura de métodos eficazes 
para a sua remoção das águas residuais. 
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